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ラット椎間板恒常性維持におけるオートファジーの関与：

Atg5に対する RNA千渉法を用いた細胞・動物実験による検討
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【目的】

腰痛は生涯の有訴率が 80％を超える高頻度の症候であり，その危険因子の 1つに椎間板変性が

挙げられる．椎間板は周囲の線維輪が中心の髄核を取り囲み，軟骨終板によって脊椎椎体と隔て

られた構造をとる人体最大の無血管組織であり，椎間板への栄養供給は軟骨終板を介した椎体か

らの拡散に依存している．加齢や喫煙等で栄養供給が低下すると椎間板は変性をきたし，細胞外

基質変性や細胞死「アポトーシス」，細胞老化「セネッセンス」を生じる．自己貪食「オートファ

ジー」は低栄養等のストレス条件下で細胞が自己の余剰蛋白・老廃物を分解，再利用して生存を図

る細胞内恒常性維持機構である．今回我々は，低栄養に曝されている椎間板は恒常性維持をオー

トファジーに依存していると仮説を立て，椎間板におけるオートファジーの役割を明らかにすべ

く，オートファジー必須因子である autophagy・relatedgene 5 (Atg5)へのRNA干渉法を用い

たオートファジ一阻害実験をinvitroとinvivoで行った．

【方法】

細胞実験： 12週齢雄SDラット 20匹から椎間板髄核細胞を抽出し， 1％酸素存在下で培養した

後，リバーストランスフェクション法を用いてAtg5の発現を特異的に抑制する smallinterfering 

RNA (siRNA)を導入した．オフターゲット効果を除外するために 3種類の異なる配列の Atg5

siRNAを用いた．対照群には非特異的なcontrolsiRNA配列を用いた．ウエスタンブロット法で

Atg5及ぴオートファジ一のマーカーである LC3・11と基質である p62/SQSTM1の発現を計測し，

オートファジー活性について検討した． Atg5siRNA導入後， 10％血清添加または無血清培地で24

時間培養し，細胞生存率をCellCounting Kit-8 (CCK-8)法で検討したさらにAtg5siRNA導

入後， !Ong/mlのinterleukin・1 beta (IL-1 /3)を添加した無血清培地で24時間培養後，ウエス

タンブロット法でcleavedPARP • cleaved caspase-9の発現からアポトーシスを， p53• p21/CIP1・

p16/INK4aの発現からセネッセンスを検討した．また，TUNEL染色でアポトーシスを，SA-f3 ・gal 

染色でセネッセンスをそれぞれ検討し，Atg5• TUNEL • p16/INK4aの多重蛍光免疫染色による検

討も行った．

動物実験： 12週齢雄SDラット 42匹を用いたまず細胞内へのsiRNAの導入を確認するため

に,Alexa FluorR 555標識siRNAを33G針でラット尾椎椎間板内へ注入し， 2・28・56日後に蛍

光顕微鏡を用いて観察した．さらに生体内での RNA干渉法の有効性を確認すべ<,Atg5siRNA 

とcontrolsiRNAをInvivofectamineTM3.0 Reagentとともに同様にラット尾椎椎間板内へ注入

した投与後 2•28•56 日で髄核組織から蛋白検体を抽出し，ウエスタンブロット法で Atg5 • 

LC3・II • p62/SQSTM1の発現からオートファジー活性を検討した．次にラット尾椎椎間板静的圧

迫モデルを用いて，第8/.9• 9/10尾椎間を圧迫群，第 11/12• 12/13尾椎間を対照群とし，第8/9• 

11/12尾椎間にcontrolsiRNA,第9/10• 12/13尾椎間にAtg5siRNAをそれぞれ注入した．圧迫

後 0·7•28·56 日に単純 X 線像で disc height index (DHI)法を用いて椎間板高を比較検討し

た．さらに椎間板組織標本を作成し，サフラニン0染色で変性度を検討し，またAtg5・TUNEL・



p16/INK4aの多重蛍光免疫染色を行った．

【結果】

細胞実験：RNA干渉法によりいずれの配列でもAtg5蛋白の有意な発現抑制を示し(P<0.0001),

LC3・11の減少と p62/SQSTM1の増加を認め，オートファジーの抑制が示唆された． CCK-8法に

よるラット椎間板髄核細胞の生存率は低栄養（無血清）培養条件下ではAtg5干渉群で有意に低下

していた(P=0.04).IL・ I 8による炎症刺激下ではラット椎間板髄核細胞でPARPの減少と cleaved

caspase・9 • cleavedPARPの増加を認めたまた， p53• p21/CIP1 ・ p16fINK4aも発現が上昇し

ていた．これらはAtg5siRNA群でより顕著であり、ストレス環境下でオートファジ一抑制によ

るアポトーシス・セネッセンス活性の上昇が確認された． ATG5siRNA導入群では炎症刺激によ

りTUNEL染色でTUNEL陽性細胞数が，SA-B-gal染色でSA-B-gal陽性細胞数がそれぞれ増加

し，多重蛍光免疫染色でTUNELとp16fINK4aの発現が増加した．

動物実験：蛍光顕微鏡による銀察では，注入後 56日まで髄核細胞内でのAlexaFluorR 555標

識 siRNAの存在が確認された．ラット椎間板内への Atg5干渉により髄核における Atg5蛋白発

現の減少に加え， LC3・IIの減少と p62/SQSTM1の増加を注入後 56日まで認め，生体内でのオー

トファジーの抑制が示された．ラット尾椎椎間板静的圧迫モデルでの X線学的な椎間板高に関し

て，圧迫群ではAtg5干渉群， control群とも非圧迫群と比較して圧迫後 7日より有意な低下を認

めた．椎間板高の低下は Atg5干渉／圧迫群で顕著であり，オートファジ一抑制による椎間板高低

下の促進を認めた（対control/圧迫群： 56日P=0.04)．サフラニン0染色による組織変性度の検

討において，圧迫群では非圧迫群と比較して変性が早期に進行していた．さらに Atg5干渉／圧迫

群ではcontrol/圧迫群と比較し変性度が有意に高かった(56日P=0.03)．多重蛍光免疫染色でAtg5

干渉群では control群と比べて Atg5発現が低下していた． Atg5干渉／圧迫群で TUNELと

p16/INK4aの発現がAtg5干渉／非圧迫群と control/圧迫群に対して増加していた．以上より，圧

迫負荷によるストレス条件下でのアポトーシスとセネッセンスの誘導を認め， Atg5の抑制を介し

たオートファジ一阻害による両者のさらなる充進が示された．

【考察】

本研究ではまず細胞実験から RNA干渉法を用いたAtg5の発現抑制を介したオートファジーの

阻害をラット椎間板髄核細胞で確認した．オートファジーの抑制により低栄養条件下での細胞生

存率の低下，さらに炎症刺激下でのアポトーシス・セネッセンスの充進を認めた．動物実験ではラ

ット椎間板組織内へのAtg5siRNAの導入により， 56日間に渡るオートファジーの抑制が確認さ

れた．ラット椎間板静的圧迫モデルではAtg5干渉／圧迫群でX線学的椎間板高の低下と組織学的

変性の進行を認めた多重蛍光免疫染色ではAtg5干渉による Atg5発現の低下，さらにAtg5干

渉l圧迫群で顕著なアポトーシス・セネッセンスの誘導が確認された．以上より， RNA干渉法を用

いることでラット椎間板細胞と組織におけるAtg5依存性オートファジーの存在が確認された．

【結語】

本研究の結果より，オートファジーの阻害によるラット椎間板変性の促進が確認され，オート

ファジーの椎間板恒常性維持への関与が示唆された．オートファジーは細胞生物学的治療の標的

となる可能性があることが示された．
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【序文】

腰痛は生涯の有訴率が80％を超える高頻度の症候であり，その要因の 1つに椎間板変性が挙

げられる．椎間板は周囲の線維輪が中心の髄核を取り囲み，軟骨終板によって脊椎椎体と隔てら

れた人体最大の無血管組織であり，その栄養供給は椎体からの拡散に依存している．加齢・喫煙

等で栄養供給が低下すると椎間板は変性し，細胞外基質変性や細胞死「アポトーシス」，細胞老

化「セネッセンス」を生じる．自己貪食「オートファジー」は低栄養等のストレス条件下で細胞が自

己の余剰蛋白・老廃物を分解，再利用して生存を図る細胞内恒常性維持機構である．今回研究

者らは，低栄養に曝されている椎間板は恒常性維持をオートファジーに依存していると仮説を立

て，椎間板におけるオートファジーの役割を明らかにすべく，オートファジー必須因子である

autophagy-related gene 5 (Atg5)へのRNA干渉法を用いたオートファジ一阻害実験を細胞及び動

物実験で行った．

【方法】

細胞実験：ラット椎間板髄核細胞にAtg5を標的としたAtg5siRNAをリバーストランスフェクショ

ン法で導入し，ウエスタンブロット(WB)法で Atg5• LC3-II ・p62/SQSTM1の発現からオートファジ
ー活性を検討した．Atg5siRNA導入後，無血清培地培養下での細胞生存率をCCK-8法で検討

した．同様に IL-1/3で炎症刺激を加え， PARP・CleavedPARP・p16/INK4a・p21/CIP1・p53の発

現から細胞死と細胞老化への影響を WB法で検討したまた， TUNEL染色で細胞死を， SA-/3

-gal 染色で細胞老化をそれぞれ検討し， Atg5•TUNEL ・ p16/INK4a の多重蛍光免疫染色による検
討も行った．

動物実験：細胞内へのsiRNAの導入確認のために， AlexaFluorR 555標識siRNAをラット尾

椎椎間板内へ注入し，蛍光顕微鏡にて観察した．ラット尾椎椎間板に Atg5siRNAを導入し，

Atg5 • LC3-II ・p62/SQSTM1の発現を WB法で検討した．ラット尾椎椎間板静的圧迫モデルに
Atg5 siRNAを導入し， X線像で椎間板高を，サフラニン0染色で組織変性度を、蛍光免疫染色

法で細胞死•細胞老化について検討した．

【結果】

細胞実験：RNA干渉群でのAtg5の発現減少，LC3-IIの減少とp62/SQSTM1の増大からオー

トファジ一抑制が示唆された無血清培地培養下で細胞生存率が低下し(P=0.004),IL-1/3刺

激下でCleavedPARP・p16/INK4a・p21/CIP1 ・p53の増大，TUNEL陽性細胞数，SA-/3-gal陽性

細胞数の増加を認め，細胞死と細胞老化の誘導が示唆された．

動物実験：蛍光顕微鏡にて注入後56日まで髄核細胞内でのAlexaFluorR 555標識siRNAの

存在が確認された． RNA干渉群で生体内でのAtg5及びLC3-IIの発現減少とp62/SQSTM1の

発現増大を認めた．静的圧迫モデルではコントロール群に対し RNA干渉群で椎間板高減少(P

=0.04)と組織変性度の進行(P=0.03)，細胞死・細胞老化の増加（細胞死：P=0.01，細胞老化：
P=0.002)を認めた．

【考察および結論】

本研究ではまず細胞実験から RNA干渉法による Atg5発現抑制を介したオートファジーの阻

害をラット椎間板髄核細胞で確認した．オートファジーの抑制により低栄養条件下での細胞生存

率の低下，炎症刺激下での細胞死•細胞老化の充進を認めた．動物実験ではラット椎間板組織



内へのAtg5siRNAの導入により， 56日間に渡るオートファジーの抑制が確認された．ラット椎間

板静的圧迫モデルではAtg5干渉／圧迫群でX線学的椎間板高の低下と組織学的変性の進行を

認めた．多重蛍光免疫染色ではAtg5干渉による Atg5発現の低下，さらにAtg5干渉／圧迫群で

顕著な細胞死•細胞老化の誘導が確認された．以上より， RNA干渉法を用いることでラット椎間板
細胞と組織におけるAtg5依存性オートファジーの存在が確認された．

本研究は， RNA干渉法を用いたオートファジーの阻害によりラット椎間板の変性が促進される

事を初めて証明した報告である．本研究によりオートファジーの椎間板恒常性維持への関与が示

唆され，オートファジーが細胞生物学的治療の標的と成り得るとした点で価値ある業績であると認

める．

よって，本研究者は，博士（医学）の学位を得る資格があると認める．




